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論文内容の要旨
【目　的】
海馬は痙攣、学習、記憶との関連から近年広く研究対象とされており、中でも顆粒細胞は神経再
生の面から注目されている。神経栄養因子の一つである脳由来神経栄養因子（BDNF）は、その高
親和性受容体であるTrkBとともに海馬に発現が多いことが知られている。我々はこれまでカイニ
ン酸の局所投与によって惹起される顧粒細胞層肥大モデルについて研究してきた。このモデルでは
持続的なBI）NFmRNAの発現上昇があり、anti－SenSe BDNFオリゴヌクレオチドの投与により肥大化
が抑制されることより、顆粒細胞層の形態変化にはBDNTが重要な役割を果たしていると考えた。
しかし、その蛋白発現は明らかではなく、その受容体であるTrkB mRNAの発現には変化がないと
されており、顆粒細胞層肥大化におけるBI）NPの関与については未だ不明の点がある。本研究は海
馬顆粒細胞層の肥大化の際のBDNP蛋白発現の局在、経時的変化、及び受容体蛋白であ＿るTrkBの発
現との関連を検討した。
【方′法】
マウス成獣（6～8週）の一側海馬背側にカイこン酸（1nM）を局所投与することにより顆粒細
胞層の肥大化モデルを作成した。投与直後から48週まで経時的にBDNF及びTrkBの免疫組織化学を
行った。作成したモデルは4％パラホルムアルデヒド溶液を用いて潅流固定を行い、後固定の後ク
リオスタットを用いて20〟mの切片を作成した。抗BDNF、抗TrkBの抗体は市販されているものを
用いたが、ウエスタンプロット法により坑BDNP抗体が他の神経栄養因子と交叉反応しないこと、
・抗TrkB抗体がful1－1ength TrkBに特異的に反応することを確認した。二次抗体と反応された後、ア
ピジンービオチン複合体による免疫反応の増幅を行いジアミノベンチジンにて可視化し、光学顕微
鏡下での観察、及び画像解析による免疫染色性の比較検討を行った。
【結　果】
カイニン酸の局所投与により大半は進行性に顆粒細胞層が肥大化を生じた。一部に背側の顆粒細
胞層のみが肥大するものがあった。顆粒細胞層の肥大化を呈したモデルでは肥大化顆粒細胞で
BDNF、TrkBともにカイニン酸投与後16週まで染色性が次第に増強した。BDNf一免疫染色の画像解析
では肥大化顆粒細胞層の染色強度は投与後16週においてコントロール側の約12倍であった。その後、
BDNF、TrkBともに最終観察期間である48週まで染色性の増強は持続した。一方、背側の顆粒細胞
層のみが肥大化を呈した動物においてはBDNF、TrkB免疫組織化学は肥大化した背側の顆粒細胞に
のみ染色性の上昇が見られ、肥大化を呈さなかった腹側においては染色性の増加が見られなかった。
この結果より顆粒細胞層の肥大化とBDNP、TrkBの蛋白発現には強い相関が確認された。
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【考　察】
1．BDNF蛋白、TrkB蛋白の経時的変化及び局在
本研究はBI）NP蛋白及び、その受容体蛋白であるTd【Bが約1年にわたる長期の神経組織の形態
変化に伴って上昇していることを報告した。近年、痙攣モデルでの苔状線経のシナプス形成に見
られる神経組織の形態変化にBDNFの関与が報告されてきたが、多くは一過性の蛋白上昇であり
神経萌芽との関連については未だ不明の点が残されている。一方、本研究ではBDN甘蛋白上昇が
形態再構築の経過及び解剖学的局在に一致して見られ、加えてその受容体蛋白の上昇も経過、部
位ともに一致していた。裡って、このモデルにおいては顆粒細胞層の形態再構築にB工）NflがTrkB
を介する神経伝達機構の存在が重要な役割を果たすと示唆された。
2．TrkBmRNA発現と蛋白発現の一致・
同モデルでのBDNF、TrkBのmRNAの経時的変化が過去に報告がされており、BI）NF mRNA
は顆粒細胞層の肥大化に伴う発現上昇がみられ、本研究のBDNF蛋白発現上昇と一致する。しか
し、TrkB mRNAの発現は有意に変化しておらず、TrkB蛋白の発現が上昇しているとした本研
究の結果との解離がある。また逆に、外部からのBDNf－投与によりTrkB mRNAの発現に変化を
来すことなくTrkB蛋白の発現が低下したとする報告もある。これらの事実は、外来性と内在性
の違いにより、リガンドである蛋白の増加が受容体のmRNAから蛋白への翻訳過程に異なった影
響を及ぼす可能性を示唆した。
監結　論】
本研究において海馬煩粒細胞層の肥大化にはBDNFがTrkBを介する神経伝達機構の存在が重要な
役割を果たしていること、またTrkB蛋白の発現制御には結合蛋白であるBDNPの発現が影響する可
能性を示した。このようにmRNAの発現と蛋白発現については必ずしも相関が見られないことがあ
り、mRNAのみの検討ではその結果に対する評価に注意が必要であることが示唆された。
論文審査の結果の要旨
海馬顆粒細胞は神経再生の面から近年注目されている。カイニン酸局所投与により海馬顆粒細胞
層が進行性に肥大することが報告されているが、この形態変化での神経栄養因子の関与については
明らかでない。本研究では肥大化に伴うB工）NF蛋白の発現、及び受容体蛋白であるTrkBとの関連を
検討した。マウス成獣の一側海馬背側にカイニン酸を局所投与することにより顧粒細胞層の肥大化
モデルを作成した。投与直後から48週まで経時的にBDNF及びTrl（Bの免疫組織化学を行った。
BDNF、TrkBともに肥大化に伴う染色性の増加が見られ、これらは肥大した顆粒細胞に特異的であっ
た。この結果より海馬顆粒細胞層の肥大化にはBDNFがTrkBを介する神経伝達機構の．存在が重要な
役割を果たしていること、またTrkB蛋白の発現制御には結合蛋白であるB工）NFの発現が影響する可
能性を示した。以上、本研究は博士（医学）を授与するに債するものと認められた。
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